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-s u b u n i t p h o s p h o r y l a t i o n ( T h r 1 7 2 ) o f 5 = -AM P -a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e (AM PK )
W e s t e r n b l o t a n a l y s e s o f p h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7 2 ) a n d AM P K --p a n w e r e c o n d u c t e d a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( P u tm a n e t a l . 2 0 0 7 ) . E x t r a c t s o f T A w e r e d e n a t u r e d i n r e d u c i n g b u f f e r ( 5 m i n a t 9 5 °C ) . P r o t e i n ( 8 7 g / l a n e ) w a s r e s o l v e d o n 9 % S D S -p o l y a c r y l am i d e g e l s a t 1 1 5 V (M i n i -P RO T E AN 3 , B i o -R a d L a b o r a t o r i e s , M i s s i s s a u g a , O n t . , C a n a d a ) , e l e c t r o -t r a n s f e r r e d o n t o n i t r o c e l l u l o s e m em b r a n e s ( B i o -R a d ) , s t a i n e d w i t h P o n c e a u -S ( S i gm a -A l d r i c h , O a k v i l l e , O n t . , C a na d a ) , a n d p h o t o g r a p h e d ( S y n g e n e C h em iG e n i u s , C am b r i d g e , U K ) . D e s t a i n e d m em b r a n e s w e r e b l o c k e d i n T r i s -b u f f e r e d s a l i n e ( 0 . 1 % Tw e e n 2 0 , 5 % b o v i n e s e r um a l b um i n ( B S A ) , pH 7 . 4 ) , f o l l ow e d b y s e q u e n t i a l i n c u b a t i o n s w i t h a n t i -p h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7 2 ) ( 1 . 0 g /m L ; 2 5 3 1 , C e l l S i g n a l i n g T e c h n o l o g y , I n c . , D a n v e r s , M a s s . , U S A ) a n d h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e (H R P ) -l a b e l l e d a n t i -r a b b i t I gG ( 1 . 0 g /m L ; P I -1 0 0 0 , V e c t o r L a b o r a t o r i e s , B u r l i n g t o n , O n t . , C a n a d a ) ; imm u n or e a c t i v i t y w a s v i s u a l i s e d w i t h Imm o b i l o n W e s t e r n C h em i l um in e s c e n t H R P S u b s t r a t e (M i l l i p o r e C o r p . , B i l l e r i c a , M a s s . , U S A ) a n d q u a n t i fi e d ( S y n g e n e ) . M em b r a n e s w e r e s u b s e q u e n t l y s t r i p p e d a n d r e p r o b e d w i t h a n t i -AM P K --p a n ( 1 . 0 g /m L ; 0 7 -1 8 1 , U p s t a t e C e l l S i g n a l i n g S o l u t i o n s , L a k e P l a c i d , N . Y . , U S A ) , a n d t o t a l AM P K -w a s q u a n t i fi e d . P h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7 2 ) a n d AM P K --p a n c o r r e s p o n d e d t o 6 3 k D a ( P r e c i s i o n P l u s P r o t e i n P r e s t a i n e d S t a
n d a r d s , B i o -R a d ) . A l l a n t i b o d i e s w e r e d i l u t e d i n b l o c k i n g s o l u t i o n s .
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a t o r i e s ) w i t h H R P -l a b e l l e d s t r e p t a v i d i n ( 0 . 2 g /m L ; 4 7 4 -3 0 0 0 , K P L , G a i t h e r s b u r g , M d . , U S A ) . T h e r e s p e c t i v e i n t e r n a l l o a d i n g c o n t r o l s
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h e rm oc y c l e r ( A p p l i e d B i o s y s t em s ) . F o l d c h a n g e s i n M yH C i s o f o rm e xp r e s s i o n w e r e d e t e rm i n e d u s i n g t h e 2 -C t m e t h o d a n d 1 8 S r RN A a s t h e e n d o g e n o u s c o n t r o l . B a s e l i n e c o n t r o l v a l u e s o f " 1 ± 0 " w e r e e s t a b l i s h e d f o r e a c h M yH C i s o f o rm a s t h e a v e r a g e 2 -C t o f t h e r i g h t c o n t r a l a t e r a l T A o f t h e d e x t r o s e ( d e x t r o s e -b a s e -c o n t r o l ,n= 1 1 ) o r c r e a t i n e ( C r -b a s e -c o n t r o l , n= 1 3 ) g r o u p s . D a t a a r e e x p r e s s e d a s f o l l ow s : l e f t -s h am / d e x t r o s e -b a s e -c o n t r o l ( d e x t r o s e -c o n t r o l ) , l e f t -s t im u l a t e d / d e x t r o s e -b a s e -c o n t r o l ( d e x t r o s e -C L F S ) , C r -l o a d e dl e f t -s h am / C r -b a s e -c o n t r o l ( c r e a t i n e -c o n t r o l ) , a n d C r -l o a d e d -l e f ts t im u l a t e d / C r -b a s e -c o n t r o l ( c r e a t i n e -C L F S )
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R e s u l t s B o d y a n d m u s c l e m a s s M e a n b o d y w e i g h t i n c r e a s e d b y 1 1 7 ± 5 . 1 g (F i g . 1 A ) a n d d i d n o t d i f f e r b e tw e e n g r o u p s . A v e r a g e T A w e i g h t w a s 6 4 2 ± 1 0 . 3 m g a n d d i d n o t d i f f e r w i t h i n r a t s o r b e tw e e n e x p e r im e n t a l g r o u p s .
S o l u t i o n i n t a k e a n d d a i l y c r e a t i n e c o n s um p t i o n T h e t o t a l d a i l y v o l um e o f s o l u t i o n c o n s um e d ( F i g . 1 B ) d i d n o t d i f f e r b e tw e e n t h e d e x t r o s e -c o n t r o l a n d d e x t r o s e -C L F S g r o u p s . S im i l a r l y , t h e t o t a l d a i l y fl u i d v o l um e c o n s um e d d i d n o t d i f f e r
b e tw e e n c r e a t i n e -c o n t r o l a n d c r e a t i n e -C L F S . H ow e v e r , r a t s w h o d r a n k 5 % d e x t r o s e c o n s um e d 3 3 % m o r e fl u i d t h r o u g h o u t t h e s t u d y t h a n r a t s w h o d r a n k 1 % C r + 5 % d e x t r o s e ( 1 4 5 3 ± 4 2 9 . 7 m L v s . 9 6 7 ± 1 2 1 . 8 m L , m a i n e f f e c tP< 0 . 0 0 1 ;F i g . 1 B ) . A t t h e b e g i n n i n g o f t h e s t u d y , C r i n t a k e w a s 2 . 2 g / ( k g · d a y ) ( F i g . 1 C ) , w h i c h e q u a t e d t o 7 . 3 t im e s t h e r e c omm e n d e d h um a n C r -l o a d i n gd o s e o f 0 . 3 g / ( k g · d a y ) ( H a r r i s e t a l . 1 9 9 2) . B e tw e e n 8 a n d 2 0 d a y s , C r i n t a k e r em a i n e d s t a b l e a t 1 . 6 g / ( k g · d a y ) ( F i g . 1 C ) a n d w a s e q u i v a l e n t t o 5 . 3 t im e s t h e r e c omm e n d e d h um a n C r -l o a d i n g d o s e . C um u l a t i v e C r i n t a k e i n t h e p r e s e n t s t u d y ( F i g . 1D ) w a s 1 0 . 2 ± 0 . 5 4 g a n d 9 . 0 ± 0 . 5 6 g f o r t h e c r e a t i n e -c o n t r o l a n d c r e a t i n e -C L F S g r o u p s , r e s p e ct i v e l y .
A T P , AD P , T C r , P C r , C r , a n d [A T P ] / [AD P ] f r e e ( I P P ) T C r i n c r e a s e d b y 4 3 mm o l / k g w e t w e i g h t , o r 3 4 % , i n C r
-l o a d e d T A m u s c l e s ( F i g . 2 ) . T e n d a y s o f C L F S i n d u c e d a 2 2 % d e c r e a s e i n A T P c o n t e n t w i t h i n t h e d e x t r o s e t r e a tm e n t c o n d i t i o n ( T a b l e 1 ) b u t n o t i n C r -l o a d e d m u s c l e s ( T a b l e 1 ) . T o t a l m u s c l e AD P c o n t e n t s w e r e n o t a l t e r e d b y C r l o a d i n g o r C L F S ( T a b l e 1 ) . H ow e v e r , [ AD P ]
f r e e w a s s i g n i fi c a n t l y r e d u c e d b y C r l o a d i n g (m a i n e f f e c t P< 0 . 0 0 2 ;T a b l e 1 ) .
F i g . 1 .( A ) B o d y w e i g h t o f S p r a g u e -D aw l e y r a t s d u r i n g c r e a t i n e ( C r ) l o a d i n g a n d c h r o n i c l ow -f r e q u e n c y s t im u l a t i o n ( C L F S ) : d e x t r o s e -c o n t r o l ( em p t y c i r c l e ) , d e x t r o s e -C L F S ( em p t y t r i a n g l e )
, c r e a t i n e -c o n t r o l ( fi l l e d c i r c l e ) , a n d c r e a t i n e -C L F S ( fi l l e d t r i a n g l e ) g r o u p s . ( B ) D a i l y fl u i d v o l um e c o n s um e d . ( C ) D a i l y C r i n t a k e . (D ) C um u l a t i v e C r i n t a k e . F i g . 2 .T o t a l c r e a t i n e ( C r ) c o n t e n t w i t h i n t i b i a l i s a n t e r i o r m u s c l e s o f d e x t r o s e -f e d c o n t r o l r a t s ( n= 1 1 ; d e x t r o s e -c o n t r o l a n d d e x t r o s e -C L F S g r o u p s ) a n d C r -f e d r a t s ( n= 1 3 ; c r e a t i n e -c o n t r o l a n d c r e a t i n e -C L F S g r o u p s ) . . W h e r e a s t h e I P P w a s 2 8 % l ow e r i n d e x t r o s e -C L F S t h a n i n d e x t r o s e -c o n t r o l ( F i g . 3 A ) , i t w a s 3 0 % a n d 7 6 % h i g h e r i n c r e a t i n e -C L F S t h a n i n d e x t r o s e -c o n t r o l a n d d e x t r o s e -C L F S , r e s p e c t i v e l y ( F i g . 3 A ) . W i t h i n C r -l o a d e d m u s c l e s , e l e v a t i o n o f t h e I P P r e s u l t e d f r om a d e c r e a s e i n r e s t i n g[ AD P ] f r e e ( P< 0 . 0 0 2 , m a i n e f f e c t ) ( T a b l e 1 ) a n d a p r e f e r e n t i a l 4 5 % i n c r e a s e i n P C r (m a i n e f f e c t P< 0 . 0 0 5 ;T a b l e 1 ) ; t h e P C r / A T P r a t i o w a s e l e v a t e 
C a l c u l a t i o n o f t h e m a s s a c t i o n r a t i o ( MM -C K ) a n d t r a n s f o rm e d G i b b s f r e e e n e r g y o f t h e CK r e a c t i o n (G MM -CK ) A 4 2 % r e d u c t i o n i n t h e MM -C K w i t h i n c r e a t i n e -c o n t r o l c omp a r e d w i t h d e x t r o s e -c o n t r o l ( F i g . 3 B
) p r i n c i p a l l y r e s u l t e d f r om a 4 5 % i n c r e a s e i n P C r ( T a b l e 1 ) a n d a c c o u n t e d f o r a g a i n i n G MM -C K o f 1 . 3 6 k J /m o l . W h e r e a s C L F S i n d u c e d a d e c r e a s e i n P C r c o n t e n t w i t h i n b o t h t h e c r e a t i n e a n d d e x t r o s e c o n d i t i o n s , P C r w i t h i n c r e a t i n e -C L F S w a s s t i l l 4 6 % g r e a t e r t h a n i n d e x t r o s e -C L F S a n d 1 6 % h i g h e r t h a n i n u n s t im u l a t e d d e x t r o s e c o n t r o l s ( T a b l e 1 ) . P r e fe r e n t i a l P C r a c c um u l a t i o n w a s a l s o p r i n c i p a l l y r e s p o n s i b l e f o r a n e t g a i n o f G MM -C K o f 0 .
3 k J /m o l w i t h i n c r e a t i n e -C L F S c om p a r e d w i t h d e x t r o s e -C L F S . T o t a l m u s c l e AD P c o n t e n t ( [ AD P ] t o t a l ) w a s n o t a l t e r e d b y C r l o a di n g o r C L F S ( T a b l e 1 ) . I n c o n t r a s t , [ AD P ] t o t a l / [ AD P ]
f r e e w a s e l e v a t e d b y 5 0 % i n C r -l o a d e d m u s c l e s c om p a r e d w i t h d e x t r o s e t r e a tm e n t ( F i g . 3 C ; m a i n e f f e c t P< 0 . 0 0 5 ) . C o n s e q u e n t l y , t h e p r o p o r t i o n o f AD P f r e e w a s o n l y 1 . 8 ± 0 . 1 2 % i n C r -l o a d e d m u s c l e s , c om p a r e d w i t h 3 . 0 ± 0 . 3 9 % i n d e x t r o s e c o n t r o l s . R e g r e s s i o n a n a l y s i s ( F i g . 3D ) r ev e a l e d t h a t t h e I P P i n c r e a s e d a s a n e x p o n e n t i a l f u n c t i o n o f P C r , a c c o u n t i n g f o r 7 1 . 3 % o f t h e v a r i a n c e ( e q . 3 ; R 2 = 0 . 7 1 3 ,P< 0 . 0 0 0 1 , S E ( s l o p e ) = 1 1 . 0 8 2 2 , S E ( y 0 ) = 0 . 0 0 6 5 mm o l / k g w e t w e i g h t , n= 4 8 ) .
I n c r e a s e s i n t h e I P P w e r e p r o p o r t i o n a l l y g r e a t e r a b o v e t h e P C r t h r e s h o l d v a l u e o f 2 0 mm o l / k g w e t w e i g h t . . P h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7 2 ) w a s 5 4 % a n d 6 3 % l ow e r i n c r e a t i n e -C L F S t h a n i n d e x t r o s e -c o n t r o l a n d d e x t r o s e -C L F S ( P< 0 . 0 0 6 ) , r e s p e c t i v e l y . P h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7 2 ) w a s a l s o 5 8 % l ow e r i n c r e a t i n e -C L F S c om p a r e d w i t h c r e a t i n e -c o n t r o l . M yH C i s o f o rm m RNA T o f u r t h e r i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f i n c r e a s i n g t h e I P P i n v i v o o n t h e M yH C a d a p t i v e r e s p o n s e t o C L F S , M yH C i s o f o rm s w e r e q u a nt i fi e d a t t h e m RN A l e v e l . C o n s i s t e n t w i t h t h e f a s t -t o -s l ow M yH C i s o f o rm t r a n s i t i o n s o b s e r v e d a t t h e p r o t e i n l e v e l ( F i g . C a l c i um A T P a s e a n d p a r v a l b um i n T h e w e s t e r n b l o t m e t h o d s u s e d t o q u a n t i f y p a r v a l b um i n , S E R C A 1 ( f a s t i s o f o rm ) , a n d S E R C A 2 ( s l ow i s o f o rm ) a r e s h ow n i n F i g . 7 A . C L F S i n d u c e d a s i g n i fi c a n t d e c r e a s e i n p a r v a l b um i n w i t h i n d e x t r o s e -C L F S c om p a r e d w i t h d e x t r o s e -c o n t r o l (F i g . 7 B ) .
M yH C i s o f o rm c o n t e n t T h e m e t h o d u s e d t o q u a n t i f y M yH C i s o f o rm s i s s h ow n i n F i g . 5 A . C om p a r e d w i t h t h e d e x t r o s e -c o n t r o l g r o u p , t h e d e x t r o s e -C L F S g r o u p d i s p l a y e d s u b s t a n t i a l f a s t -t o -s l ow M yH C i s o f o rm t r a ns i t i o n s , c h a r a c t e r i
H ow e v e r , C L F S h a d n o e f f e c t o n p a r v a l b um i n c o n t e n t i n C rl o a d e d T A m u s c l e s ( F i g . 7 B ) . C L F S i n d u c e d s im i l a r r e d u c t i o n s i n S E R C A 1 w i t h i n d e x t r o s e -C L F S a n d c r e a t i n e -C L F S ( F i g . 7 C ) ; S E R C A 2 c o n t e n t r em a i n e d u n c h a n g e d i n d e x t r o s e -C L F S b u t w a s e l e v a t e d b y 3 0 % ( P< 0 . 0 3 ) i n c r e a t i n e -C L F S ( F i g . 7D ) . L o a d i n g c o n t r o l s ( -a c t i n i n , -a c t i n , a n d d e sm i n ) d i d n o t d i f f e r w i t h i n r a t s o r b e tw e e n e x p e r im e n t a l g r o u p s ( d a t a n o t s h ow n ) .
R e f e r e n c e e n z ym e a c t i v i t i e s M a x im um a c t i v i t i e s o f t h e m i t o c h o n d r i a l r e f e r e n c e e n z ym e s C S a n d H ADH a n d t h e g l y c o l y t i c e n z ym e s P F K , G A PDH , a n d C K
T r e a tm e n t M u s c l e A T P AD P P C r § C r [ AD P ] f r e e § D e x t r o s e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 6 . 7 7 ± 0 . 4 3 8 1 . 5 9 ± 0 . 1 4 8 1 4 . 7 ± 1 . 3 5 1 2 . 4 0 ± 1 . 3 2 5 5 6 . 5 ± 1 2 . 7 1 S h am 6 . 7 1 ± 0 . 3 0 9 1 . 3 5 ± 0 . 1 2 8 1 6 . 4 ± 1 . 4 0 1 0 . 2 8 ± 1 . 3 2 6 4 1 . 7 ± 1 0 . 2 1 D e x t r o s e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 6 . 7 2 ± 0 . 4 5 3 2 . 1 7 ± 0 . 2 5 1 1 6 . 3 ± 0 . 9 4 1 3 . 5 0 ± 1 . 6 8 3 5 1 . 5 ± 7 . 6 4 C L F S 5 . 2 4 ± 0 . 3 8 5 * , † 1 . 9 8 ± 0 . 1 7 4 1 2 . 4 ± 1 . 2 8 * , ‡ 1 2 . 6 6 ± 0 . 8 5 2 5 2 . 8 ± 9 . 3 8 C r e a t i n e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 6 . 5 9 ± 0 . 4 0 2 1 . 7 3 ± 0 . 1 4 6 2 3 . 6 ± 1 . 5 8 ‡ 1 0 . 5 7 ± 0 . 4 7 1 2 7 . 0 ± 1 . 9 5 S h am 6 . 8 0 ± 0 . 3 8 7 1 . 7 4 ± 0 . 2 5 7 2 2 . 3 ± 0 . 7 2 † 1 0 . 7 1 ± 0 . 6 8 4 3 0 . 0 ± 2 . 5 8 C r e a t i n e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 6 . 7 6 ± 0 . 2 6 8 1 . 7 7 ± 0 . 2 2 0 2 2 . 7 ± 0 . 9 2 1 0 . 7 2 ± 1 . 0 4 6 2 9 . 9 ± 3 . 8 9 C L F S 5 . 9 9 ± 0 . 2 4 3 1 . 8 5 ± 0 . 3 4 4 1 8 . 1 ± 1 . 2 3 * 1 0 . 7 0 ± 1 . 0 4 6 3 1 . 8 ± 2 . 7 5 N o t e : D a t a a r e m e a n s ± S E . A T P , AD P , P C r , a n d C r a r e e x p r e s s e d a s m i l l im o l e s p e r k i l o g r am o f w e t m u s c l e w e i g h t .
[
* C h r o n i c l ow -f r e q u e n c y s t im u l a t i o n ( C L F S ) d i f f e r e n t f r om c o n t r a l a t e r a l c o n t r o l ( P< 0 . 0 0 9 ) . † D i f f e r e n t f r om c r e a t i n e -C L F S (P< 0 . 0 2 ) . ‡ D i f f e r e n t f r om c r e a t i n e -C L F S (P< 0 . 0 0 2 ) . § C r e a t i n e l o a d i n g r e s u l t e d i n d e c r e a s e d [ AD P ] f r e e a n d i n c r e a s e d P C r (m a i n e f f e c t o f c r e a t i n e t r e a tm e n t ,P< 0 . 0 0 5 ) .
P u tm a n e t a l . ( T a b l e 2 ) w e r e w i t h i n t h e r a n g e s o f p r e v i o u s r e p o r t s ( L ow r y e t a l . 1 9 7 8 ; P u tm a n e t a l . 2 0 0 3 , 2 0 0 4 ; G a l l o e t a l . 2 0 0 8) . C L F S i n d u c e d 8 9 % a n d 3 4 % i n c r e a s e s ( P< 0 . 0 1 ) i n t h e r e s p e c t i v e m a xim um a c t i v i t i e s o f C S a n d H ADH i n d e x t r o s e -C L F S a n d s im i l a r 7 7 % a n d 5 8 % i n c r e a s e s ( P< 0 . 0 1 ) i n c r e a t i n e -C L F S . C K a c t i v i t i e s d e c l i n e d t o s im i l a r l e v e l s i n d e x t r o s e -C L F S a n d c r e a t i n e -C L F S ( P< 0 . 0 3 ) . I n c o n t r a s t , w h e r e a s C L F S i n d u c e d 2 2 % r e d u c t i o n s i n P F K ( P< 0 . 0 1 ) a n d G A PDH ( P< 0 . 0 2 ) w i t h i n d e x t r o s e -C L F S , P F K ( P> 0 . 9 4 ) a n d G A PDH ( P> 0 . 5 1 ) a c t i v i t i e s r em a i n e d u n c h a n g e d i n c r e a t i n e -C L F S .
I s om e t r i c f u n c t i o n a l m e a s u r e s M e a s u r e s o f i s om e t r i c m u s c l e p ow e r o u t p u t ( TW f ) a n d c o n t r a c t i l e s p e e d ( T T P , ½ R T , ½ F T ) a r e s umm a r i s e d i nT a b l e 3 . N e i t h e r t h e C rl o a d i n g n o r C L F S t r e a tm e n t s a l
o n e h a d a n y s i g n i fi c a n t e f f e c t s o n TW f . C r l o a d i n g d i d , h ow e v e r , p r o l o n g t h e T T P b y 7 . 6 m s ( 2 0 % , m a i n e f f e c t P< 0 . 0 1 ) a n d t h e ½ R T b y 2 . 6 m s ( 2 2 % , m a i n e f f e c t P< 0 . 0 0 1 ) .
D i s c u s s i o n T h i s s t u d y i s t h e fi r s t t o i n v e s t i g a t e w h e t h e r i n c r e a s i n g t h e I P P i n r a t f a s t -tw i t c h T A m u s c l e c a n p r e v e n t C L F S -i n d u c e d f a s tt o -s l ow t r a n s i t i o n s . Tw e n t y d a y s o f C r f e e d i n g p r o v e d t o b e a s u c c e s s f u l e x p e r im e n t a l m o d e l t o i n c r e a s e T C r , P C r , a n d t h e I P P . F u r t h e rm o r e , t h e a p p l i c a t i o n o f C L F S t o C r -l o a d e d T A m u sc l e s o n d a y s 1 1 -2 0 p r o v e d t o b e a v e r y g o o d e x p e r im e n t a l m o d e l i n w h i c h t o i n v e s t i g a t e a c t i v i t y -i n d u c e d fi b r e t y p e t r a n s i t i o n s i n t h e p r e s e n c e o f a n i n c r e a s e d I P P . T h e n o v e l fi n d i n g s o f t h i s s t u d y a r e t h a t c h r o n i c e l e v a t i o n o f t h e I P P i n r a t f a s t -tw i t c h m u sc l e s s i g n i fi c a n t l y c h a n g e d t h e a d a p t i v e r e s p o n s e t o 1 0 d a y s o f C L F S b y ( i ) a b o l i s h i n g f a s t -t o -s l ow M yH C t r a n s i t i o n s , ( i i ) p r e v e n t i n g a r e d u c t i o n i n g l y c o l y t i c p o t e n t i a l b u t n o t a t t h e e x p e n s e o f a n F i g . 3 .( A ) T h e i n t r a c e l l u l a r p h o s p h o r y l a t i o n p o t e n t i a l ( I P P ) , e x p r e s s e d a s [ A T P ] / [ AD P ] f r e e ; ( B ) m a s s a c t i o n r a t i o o f c r e a t i n e k i n a s e ( MM -C K ) ; ( C ) [ AD P ] t o t a l / [ AD P ] f r e e ; a n d (D ) m u l t i v a r i a t e r e g r e s s i o n a n a l y s i s o f [ A T P ] / [ AD P ] f r e e a s a f u n c t i o n o f [ P C r ] . * , C r e a t i n e -C L F S g r e a t e r t h a n d e x t r o s ec o n t r o l ( P< 0 . 0 5 ) .

F i g . 4 .( A ) R e p r e s e n t a t i v e w e s t e r n b l o t d em o n s t r a t i n g t h e m e t h o d u s e d t o q u a n t i f y p h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7 2 ) . ( B ) R e l a t i v e c h a n g e s i n p h o s p h o -AM P K ( T h r 1 7
2 ) w i t h i n t i b i a l i s a n t e r i o r m u s c l e s o f S p r a g u e -D aw l e y r a t s . * , C r e a t i n e -C L F S g r e a t e r t h a n d e x t r o s e -c o n t r o l ( P< 0 . 0 5 ) . 
i d a t i v e c a p a c i t y , ( i i i ) a b o l i s h i n g d e c r e a s e s i n p a r v a l b um i n c o n t e n t , a n d ( i v ) f u r t h e r i n c r e a s i n g t o t a l S E R C A c o n t e n t . C r l o a d i n g i n c r e a s e s P C r a c c r e t i o n a n d t h e I P P T h e p r e f e r e n t i a l i n c r e a s e i n P C r ( i . e . , 7 . 0 mm o l / k g w e t w e i g h t ) o b s e r v e d i n t h e p r e s e n t s t u d y a c c o u n t e d f o r 7 4 % o f t h e i n c r e a s e i n T C r ( i . e . , 9 . 5 mm o l / k g w e t w e i g h t ) , w h i c h a p p e a r s t o b e i n a g r e em e n t w i t h t h e fi n d i n g s o f M cM i l l e n e t a l . ( 2 0 0 1 ). T h e y r e p o r t e d t h a t a n i n c r e a s e i n P C r o f 3 . 0 mm o l / k g w e t w e i g h t a c c o u n t e d f o r 6 8 % o f t h e i n c r e a s e i n T C r , b u t t h e y d i d n o t d e t e c t a c h a n g e i n t h e I P P . T h i s a p p e a r s t o b e b e c a u s e t h e m a x im um P C r v a l u e t h e y r e p o r t e d w a s < 2 0 mm o l / k g w e t w e i g h t . I n c o n t r a s t , t h e 2 . 3 -f o l d g r e a t e r i n c r e a s e i n P C r t h a t o c c u r r e d i n o u r s t u d y i n c l u d e d v a lu e s > 2 0 mm o l / k g w e t w e i g h t , w h i c h i s t h e t h r e s h o l d a t w h i c h t h e I P P b e g i n s t o i n c r e a s e e x p o n e n t i a l l y a s a f u n c t i o n o f i n c r e a s i n g P C r ( F i g . 3D ) . O u r o b s e r v a t i o n s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e r o d e n t s i n g l e -fi b r e s t u d i e s o f C o n j a r d e t a l . ( 1 9 9 8 ) , w h o d em o n s t r a t e d t h e s am e r e l a t i o n s h i p w i t h i n t h e s am e c r i t i
c a l r a n g e o f 2 0 -3 3 mm o l / k g w e t w e i g h t ( i . e . , 8 5 -1 4 0 mm o l / k g d r y w e i g h t ) .
F i g . 5 .( A ) M e t h o d u s e d t o q u a n t i f y t h e M yH C i s o f o rm c o n t e n t i n t i b i a l i s a n t e r i o r m u s c l e s o f S p r a g u e -D aw l e y r a t s . R e l a t i v e c h a n g e i n ( B ) M yH C -I , ( C ) M yH C -I I a , (D ) M yH C -I I d / x , a n d ( E ) M yH C -I I b .
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A p p l . P h y s i o l . N u t r . M e t a b . D ow n l o a d e d f r om www . n r c r e s e a r c h p r e s s . c om b y U n i v e r s i t y o f A l b e r t a o n 0 7 / 1 2 / 1 6 P u b l i s h e d b y N R C R e s e a r c h P r e s s
T h e c r e a t i n e -i n d u c e d i n c r e a s e i n t h e I P P a p p e a r s t o h a v e r es u l t e d f r om t h e i n t e g r a t i o n o f 3 i n t r a c e l l u l a r s y s t em s . ( i ) S e q u e nt i a l r e a c t i o n s c a t a l y s e d b y t h e n e a r -e q u i l i b r i um e n z ym e s C K ( C r 0 +
A T P 4 -¡ P C r 2 -+ AD P 3 -+H + ) a n d A K ( 2 AD P 3 -¡ A T P 4 -+ AM P 2 -) ( G o l d i n g e t a l . 1 9 9 5;N a b u u r s e t a l .
0 1 0) s h o u l d h a v e e n s u r e d r em o v a l o f c y t o s o l i c AD P f r e e ; f u r t h e r r e d u c t i o n s i n a v a i l a b l e AD P f r e e ( F i g . 3 C ) m o s t l i k e l y r e s u l t e d f r om l ow -a f fi n i t y b i n d i n g o f AD P t o s o l u b l e p r o t e i n s , w h i c h i s k n ow n t o i n c r e a s e i n r e s p o n s e t o t r a i n i n g ( S a h l i n a n d H a r r i s 0 1 1 ) . ( i i ) L i k ew i s e , t h e C K -g e n e r a t e d H + m o s t c e r t a i n l y w a s r em o v e d o r " b u f f e r e d " a c c o r d i n g t o t h e p h y s i o c h em i c a l p r i n c i p l e s t h a t g o v e r n a c i d -b a s e b a l a n c e i nm u sc l e ( L i n d i n g e r e t a l . 0 0 5 ) . ( i i i ) F i n a l l y , a 4 1 % i n c r e a s e i n t h e P C r / A T P r a t i o w i t h o u t c o r r e s p o n d i n g i n c r e a s e s i n C r a n d A T P c o u l d h a v e o c c u r r e d o n l y i f t h e l a r g e r P C r p o o l w a s a c c omm od a t e d b y a n i n c r e a s e i ni n t r a c e l l u l a r b i n d i n g t o l ow -a f fi n i t y s i t e s , s u c h a s zw i t t e r i o n i c p h o s p h o l i p i d s ( T o k a r s k a -S c h l a t t n e r e t a l . 0 1 ) . T h e rm o d y n am i c c o n s e q u e n c e s o f C r l o a d i n g o n t h e CK s y s t em P r e f e r e n t i a l P C r a c c um u l a t i o n ( T a b l e 1 ) w a s p r i n c i p a l l y r e s p o ns i b l e f o r a 3 5 % d e c r e a s e i n t h e MM -C K r e l a t i v e t o t h e K e q MM -C K i n t h e c r e a t i n e -c o n t r o l g r o u p ( F i g . 3 B ) a n d a 5 % d e c r e a s e i n t h e c r e a t i n e -C L F S g r o u p ( F i g . 3 B ) . T h e r e s p e c t i v e 1 3 % a n d 7 % g a i n s i n G MM -C K s h o u l d h a v e e n h a n c e d t h e f u n c t i o n a l c a p a c i t y a n d k i n e t i c p r o p e r t i e s o f t h e C K s y s t em a s a s p a t i a l a n d t em p o r a l
e n e r g y b u f f e r o f A T P ( W a l l im a n n e t a l . 1 9 9 2; A l i e v e t a l . 2 0 1 1 ) . F u r t h e rm o r e , b e c a u s e AD P f r e e i s o n l y t r a n s i e n t l y a v a i l a b l e i n v i v o ( N a b u u r s e t a l . 2 0 1 0) a n d t h e m a g n i t u d e o f s p i k e s i n AD P f r e e i s
i n v e r s e l y p r o p o r t i o n a l t o [ P C r ] ( S a h l i n a n d H a r r i s 2 0 1 1 ) , t h e s e c a lc u l a t e d g a i n s i n G MM -C K m u s t b e c o n s i d e r e d m i n im um v a l u e s . T h u s i t w o u l d s e em t h a t t h e m a j o r b e n e fi t d e r i v e d f r om a m o r e u n i f o rm d i s t r i b u t i o n o f a h i g h e r I P P r e l a t e s t o a n i n c r e a s e i n t h e rm o d y n am i c e f fi c i e n c y o f A T P h y d r o l y s i s w i t h i n m u s c l e fi b r e s
( W a l l im a n n e t a l . 1 9 9 2) .
M yH C fi b r e t y p e t r a n s i t i o n s A s a n e x p e r im e n t a l m o d e l o f m u s c l e t r a i n i n g , C L F S h a s p r o v e n i n d i s p e n s a b l e i n r e v e a l i n g t h e a d a p t i v e p o t e n t i a l o f m u s c l e fi b r e s a n d p r o v i d i n g im p o r t a n t t em p o r a l c l u e s t o t h e p h y s i o l o g i c a l s i gn a l s a n d m o l e c u l a r e v e n t s t h a t d e t e rm i n e p o s t n a t a l fi b r e r em o de l l i n g ( P e t t e a n d V r b o v á 1 9 9 9 ) . I n t h e p r e s e n t s t u d y , C L F S -i n d u c e d f a s t -t o -s l ow M yH C i s o f o rm t r a n s i t i o n s , a t t h e p r o t e i n ( F i g . 5 ) a n d m RN A (F i g . 6 ) l e v e l s , w e r e s im i l a r t o t h o s e p r e v i o u s l y r e p o r t e d
( P u tm a n e t a l . 2 0 0 3 , 2 0 0 4 ; M a r t i n s e t a l . 2 0 1 2) . C om p a r e d w i t h v o l u n t a r y r u n n i n g , w
h i c h w a s u s e d i n o u r p r e v i o u s s t u d y ( G a l l o e t a l . 2 0 0 8 ) t o i n v e s t i g a t e f a s t -t o -s l ow fi b r e t y p e t r a n s i t i o n s w i t h i n p l a n t a r i s o f t h e s am e r a t s t r a i n , C L F S i n d u c e d m o r e a d v a n c e d fi b r e t y p e c o n v e r s i o n o v e r a m u c h s h o r t e r t im e p e r i o d a n d p r o v e d t o b e a b e t t e r e x p e r im e n t a l m o d e l . I n o u r p r e v i o u s s t u d y , 9 1 d a y s o f C r f e e d i n g i n d u c e d a 2 0 % i n c r e a s e i n T C r , w h i c h w a s s u f fi c i e n t t o a t t e n u a t e b u t n o t a b o l i s h r u n n i n g -i n d u c e d f a s t -t o -s l ow M yH C fi b r e t y p e t r a n s i t i o n s i n t h e p l a n t a r i s ( G a l l o e t a l . 2 0 0 6, 2 0 0 8 ) . I n t h e p r e s e n t s t u d y , h ow e v e r , a 3 4 % i n c r e a s e i n T C r e l e v a t e d t h e I P P w i t h i n T A m u s c l e s a n d a b o l i s h e d C L F S -i n d u c e d f a s t -t o -s l ow M yH C i s o f o rm t r a n s i t i o n s ( F i g s . 5a n d6 ) . O u r fi n d i n g s p o i n t t o t h e i n t e r e s t i n g p o s s i b i l i t y t h a t M yH C -I ,
M yH C -I I a , a n d M yH C -I I b e x p r e s s i o n l e v e l s a r e t r a n s c r i p t i o n a l l y F i g . 6 .C h a n g e s i n M yH C m RN A e x p r e s s i o n f o r ( A ) M yH C -I , ( B ) M yH C -I I a , ( C ) M yH C -I I d / x , a n d (D ) M yH C -I I b . r e g u l a t e d b y a n e n e r g y -s e n s i t i v e r e s p o n s e e l em e n t . W h e t h e r s u c hr e g u l a t i o n i s d i r e c t o r i s p a r t o f a n i n t e g r a t e d , u n i v e r s a l s i g n a l r em a i n s a n i n t r i g u i n g q u e s t i o n . I n t h i s r e g a r d , i t i s i n t e re s t i n g t o c o n s i d e r t h e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n t h e I P P a n d i n t r a c e ll u l a r [ C a 2 + ] . D u r i n g c o n t r a c t i o n s , S E R C A a c t i v i t y i s d e p e n d e n t o n t h e m a i n t e n a n c e o f h i g h l o c a l I P P a n d i s i n v e r s e l y p r o p o r t i o n a l t o c y t o p l a sm i c [ C a 2 + ] ( P u l i d o e t a l . 1 9 9 8 ; D u k e a n d S t e e l e 1 9 9 9) . T h e
a p p l i c a t i o n o f C L F S f o r a t im e p e r i o d s im i l a r t o t h a t u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y h a s
b e e n s h ow n t o l ow e r P C r , l ow e r t h e I P P ( C o n j a r d e t a l . 1 9 9 8 ) , a n d i n d u c e 2 -f o l d i n c r e a s e s i n r e s t i n g i n t r a c e l l u l a r [ C a 2 + ] ( e . g . , 0 . 7 5 t o 1 . 6 m o l / L ) a n d i n t e g r a l [ C a 2 + ] p e r s t im u l a t i o n p u l s e ( C a r r o l l e t a l . 1 9 9 9 ) . T h u s , i n c r e a s e s i n P C r a n d I P P c o u p l e d w i t h h i g h e r p a r v a l b um i n c o n t e n t i n c r e a t i n e -C L F S s h o u l d h a v e i n c r e a s e d t h e r a t e o f A T P -d e p e n d e n t C a 2 + r e -u p t a k e b y S E R C A s F i g . 7 .( A ) R e p r e s e n t a t i v e imm u n o b l o t s o f p a r v a l b um i n , S E R C A 1 , a n d S E R C A 2 i n t i b i a l i s a n t e r i o r m u s c l e s o f S p r a g u e -D aw l e y r a t s . C h a n g e s i n t h e c o n t e n t s o f ( B ) p a r v a l b um i n , ( C ) S E R C A 1 , a n d (D ) S E R C A 2 .
T a b l e 2 .M a x im um a c t i v i t i e s o f c i t r a t e s y n t h a s e ( C S , E C 2 . 3 . 3 . 1 ) , 3 -h y d r o x y a c y l -C o A d e h y d r o g e n a s e (H ADH
E C 1 . 1 . 1 . 3 5 ) , p h o s p h o f r u c t o k i n a s e ( P F K , E C 2 . 7 . 1 . 1 1 ) , g l y c e r a l d e h y d e -3 -p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e (G A PDH , E C 1 . 2 . 1 . 1 2 ) , a n d c r e a t i n e k i n a s e ( C K , E C 2 . 7 . 3 . 2 ) i n t i b i a l i s a n t e r i o r m u s c l e s o f S p r a g u e -D aw l e y r a t s .
T r e a tm e n t M u s c l e C S H ADH P F K G A PDH C K D e x t r o s e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 3 5 . 9 ± 3 . 4 1 1 . 6 ± 0 . 7 2 3 . 1 ± 4 . 4 5 0 7 ± 3 3 3 9 2 7 ± 9 1 S h am 4 0 . 6 ± 1 . 6 1 4 . 5 ± 1 . 5 2 2 . 2 ± 2 . 7 4 8 5 ± 3 7 3 5 8 7 ± 1 3 8 D e x t r o s e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 2 9 . 3 ± 2 . 9 1 1 . 9 ± 0 . 6 2 9 . 4 ± 4 . 3 4 6 4 ± 2 6 3 7 4 5 ± 1 8 4 C L F S 5 5 . 5 ± 3 . 1 * 1 6 . 0 ± 1 . 9 * 2 2 . 8 ± 4 . 0 * 3 6 4 ± 3 5 * 3 1 6 0 ± 2 1 5 * C r e a t i n e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 2 6 . 6 ± 3 . 2 1 0 . 9 ± 0 . 8 2 6 . 9 ± 3 . 2 4 6 4 ± 3 8 4 1 2 0 ± 2 3 3 S h am 3 7 . 0 ± 3 . 9 1 3 . 9 ± 1 . 2 3 4 . 4 ± 3 . 5 4 5 2 ± 3 1 3 7 1 8 ± 1 0 4 C r e a t i n e C o n t r a l a t e r a l c o n t r o l 2 6 . 7 ± 2 . 5 1 0 . 4 ± 0 . 8 1 9 . 4 ± 2 . 6 4 9 2 ± 4 0 3 8 3 0 ± 8 4 C L F S 4 7 . 3 ± 3 . 5 * 1 6 . 4 ± 1 . 4 * 1 9 . 2 ± 2 . 8 4 6 9 ± 3 9 2 8 8 1 ± 1 8 4 * N o t e :D a t a a r e m e a n s ± S E . E n z ym e a c t i v i t i e s a r e e x p r e s s e d a s u n i t s ( i . e . , 1 m o l /m i n a t 3 0 °C ) p e r g r am o f w e t m u s c l e w e i g h t . * C h r o n i c l ow -f r e q u e n c y s t im u l a t i o n ( C L F S ) d i f f e r e n t f r om c o n t r a l a t e r a l c o n t r o l ( P< 0 . 0 1 ) .
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A p p l . P h y s i o l . N u t r . M e t a b . D ow n l o a d e d f r om www . n r c r e s e a r c h p r e s s . c om b y U n i v e r s i t y o f A l b e r t a o n 0 7 / 1 2 / 1 6 P u b l i s h e d b y N R C R e s e a r c h P r e s s a n d r e d u c e d C a 2 + s i g n a l l i n g . W e p r o p o s e t h a t u n d e r t h o s e p r e v a i li n g i n t r a c e l l u l a rc o n d i t i o n s , m o r e e f fi c i e n t i n t r a c e l l u l a r C a 2 + c h a n n e l l i n g w i t h i n C a 2 + n a n o d om a i n s ( R o s s i e t a l . 2 0 1 1 ) f o rm e d t h e b a s i s f o r l ow e r r e s t i n g i n t r a c e l l u l a r [ C a 2 + ] a n d i n t e g r a l [ C a 2 + ] p e r s t im u l a t i o n .
I n d e e d , s u c h a h y p o t h e s i s i s c o n s i s t e n t w i t h t h e r e d u c t i o n i n i n t r a c e l l u l a r [ C a 2 + ] b y C r i n v i t r o ( P u l i d o e t a l . 1 9 9 8 ) a n d t h e s e v e r e l y r e d u c e d c a l c i n e u r i n a c t i v i t y i n t r a n s g e n i c m i c e t h a t o v e r e x p r e s s p a r v a l b um i n ( C h i n e t a l . 2 0 0 3 ) . B e c a u s e e x p r e s s i o n o f t h e p r e d om i n a n t M yH C -I I b i s o f o rm r em a i n e d u n c h a n g e d i n c r e a t i n e -C L F S , d e s p i t e a 7 5 % d e c r e a s e i n m RN A (F i g s . 5a n d6 ) , i t i s r e a s o n a b l e t o c o n c l u d e t h a t t r a n s c r i pt i o n a l r e g u l a t i o n o f M yH C -I I b w a s o v e r r i d d e n i n o u r e x p e r im e n t a l m o d e l b y p o s t -t r a n s l a t i o n a l p r o c e s s e s . T h u s i t i s i n t e r e s t i n g t o c o n s i d e r t h a t t h e s u b s t a n t i a l l y l ow e r r a t e o f M yH C -I I b p r o t e i n t u r n o v e r t h a t m u s t h a v e o c c u r r e d i n c r e a t i n e -C L F S w a s a s s o c i a t e d w i t h t h e n e u t r a l i s a t i o n o f p e r o x y n i t r i t e (OO NO -)b yC r ( L aw l e r e t a l . 2 0 0 2 ) a n d OONO --d e p e n d e n t i n a c t i v a t i o n o f t h e u b i q u i t i n p r o t e ol y t i c p a t hw a y ( R a b u e l e t a l . 2 0 1 0 ) . I n d e e d , K l e b l e t a l . ( 1 9 9 8 )s h ow e d t h a t C L F S i n d u c e d c o n s i d e r a b l e OO NO --m e d i a t e d S -n i t r o s y l a t i o n o f am i n o a c i d r e s i d u e s , a n dM o r i s c o t e t a l . ( 2 0 1 0 )r e p o r t e d t h a t t h e u b i q u i t i n l i g a s e s M
A F b x a n d M u R F 1 a r e p r e f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d w i t h i n t y p e I I fi b r e s . I t i s a l s o p o s s i b l e t h a t l ow e r r e s t i n g i n t r a c e ll u l a r [ C a 2 + ] p r o v i d e d a n e x t r a m e a s u r e o f p r o t e c t i o n a g a i n s t C a 2 + -a c t i v a t e d c a l p a i n -m e d i a t e d p r o t e o l y s i s o f M yH C -I I b ( S u l t a n e t a l . 2 0 0 0 ) . C a l c i um r e g u l a t o r y p r o t e i n s a n d i s om e t r i c m u s c l e f u n c t i o n S e v e r a l s t u d i e s h a v e d em o n s t r a t e d t h a t t h e r a t e s o f m u s c l e c o nt r a c t i o n a n d r e l a x a t i o n a r e p o s i t i v e l y c o r r e l a t e d w i t h p a r v a l b um i n l e v e l s (H u b e r a n d P e t t e 1 9 9 6; C a r r o l l e t a l . 1 9 9 9 ; C h i n e t a l . 2 0 0 3 ) a n d t h a t p a r v a l b um i n c o n t e n t i s t y p i c a l l y r e d u c e d b y 5 0 % w i t h i n j u s t 6 t o 1 4 d a y s o f C L F S (H u b e r a n d P e t t e 1 9 9 6; C a r r o l l e t a l . 1 9 9 9 ) . A c om p a r a b l e r e d u c t i o n i n p a r v a l b um i n ( F i g . 7 ) a n d a s l ow e r r a t
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